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IDENTIFIKASI KERAGAMAN GENETIK D-LOOP DNA 
MITOKONDRIA PADA ITIK SAWANG 
 
Aripin (11481104272) 
Di bawah bimbingan Hidayati, Muhamad Rodiallah dan Eniza Saleh 
 
INTISARI 
Data tentang potensi itik sawang masih sangat jarang ditemukan. 
Kemurnian dan keunikan dari masing-masing jenis itik lokal merupakan bagian 
dari plasma nutfah yang harus dilestarikan. Identifikasi keragaman genetik itik 
lokal Indonesia menggunakan D-loop DNA mitokondria diharapkan dapat 
membantu melengkapi data sebagai usaha konservasi. Tujuan dari penelitian ini 
adalah untuk mengidentifikasi keragaman genetik  daerah D-loop DNA 
mitokondria  itik sawang menggunakan direct sequencing. Analisis data 
menggunakan software MEGA 10 selanjutnya sekuen yang berbeda di BLAST. 
Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Agustus sampai Desember 2018. 
Sampel yang digunakan terdiri dari 8 sampel darah itik sawang yang diambil di 
Kelurahan Sawang Kecamatan Kundur Barat Kabupaten Karimun Provinsi 
Kepulauan Riau. Isolasi DNA dilakukan mengikuti metode phenol chloroform 
yang telah dimodifikasi. Identifikasi keragaman genetik daerah D-loop DNA 
mitokondria dilakukan dengan metode direct sequencing menggunakan primer 
forward 5'- GTTGCGGGGTTATTTGGTTA- 3' dan primer reverse 5'- 
CCATATACGCCAACCGTCTC-3 ’. Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil 
amplifikasi daerah D-loop DNA mitokondria itik sawang dengan panjang sekuen 
berkisar antara 670 - 714 bp, dari kisaran tersebut terdapat 114 titik mutasi yang 
ditemukan dan membentuk haplotipe: yaitu haplotipe 1A, haplotipe 2A, haplotipe 
4A, haplotipe 5A, haplotipe 6A, haplotipe 7A dan haplotipe 8A, maka 
menunjukkan ada keragaman. Hasil analisis phylogenetic dan jarak genetik, itik 
sawang ini masih memiliki hubungan kekerabatan antara itik satu denga itik yang 
lainnya dengan jarak genetik 0,00435 – 0,02206, namun pada Cairina Moschata 
(entok) mempunyai jarak genetik yang jauh antara ketujuh sampel itik sawang 
tersebut dengan jarak genetiknya 0,10724 – 0,12440. Jarak genetik Anas 
platyrhynchos adalah 0,00392-0,01054. Jarak genetik Anas Americana adalah 
0,07469 - 0,08939. Jarak genetik Anas acuta adalah 0,08312 - 0,09294. Jarak 
genetik Anas clypeate adalah 0,11944 - 0,13178. Jarak genetik Anas 
platyrhynchos breed shaoxing adalah 0,01451 – 0,02926. Jarak genetik Anas 
zonorhynch aadalah 0,00000 – 0,01085. Jarak genetik Anass trepera adalah 
0,08622 – 0,09592. Jarak genetik Anas sibilatrix adalah 0,07331– 0,08399. Jarak 
genetik Anas crecca adalah 0,09965  – 0,11142. Jarak genetik Anas rubripes 
adalah 0,01981 – 0,02972. 
 
Kata kunci: itik sawang, D-loop DNA mitokondria, direct sequencing 
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The data about the potential of sawang ducks is still very rare. The purity 
and uniqueness of each type of local duck is part of the germ plasma that must be 
preserved. Identification of Indonesian local duck genetic diversity using D-loop 
mitochondrial DNA is expected to help supplement data as a conservation effort. 
The purpose of this study was to identify the genetic diversity of the area of the 
mitochondrial DNA dang loops using direct sequencing. This research has been 
conducted from August to December 2018. The sample used consisted of 8 blood 
samples of sawang duck taken in the Sawang Subdistrict of West Kundur, 
Karimunn District, Riau Islands Province. DNA isolation was carried out 
following the modification of phenol chloroform method.  Identification of genetic 
diversity in the mitochondrial DNA D-loop region was carried out by direct 
sequencing using forward 5 '- GTTGCGGGGTTATTTGGTTA-3' and reverse 5'- 
CCATATACGCCAACCGTCTC-3 ’.The results of the study showed that the 
amplification results of the D-loop region of the mitochondrial DNA with a 
sequence length ranging from 670 - 714 bp, from that range there were 114 
mutation points found and forming haplotypes:namely 1A haplotype, 2A 
haplotype haplotype 4A, 5A haplotype, 6A haplotype, haplotype 7A and haplotype 
8A. Then it shows there is diversity. The results of phylogenetic analysis and 
genetic distance, this sawang duck still has a kinship relationship between one 
duck and another with genetic distance of 0.00435 - 0.02206, but in Cairina 
Moschata (entok) it has a far genetic distance between the seven samples of 
sawang ducks with a genetic distance of 0.10724 - 0.12440. Anas platyrhynchos 
genetic distance is 0,00392-0,01054. Anas Americana’s genetic distance is 
0,07469 - 0,08939. Anas acuta genetic distance is 0,08312 - 0,09294. Anas 
clypeate genetic distance is 0,11944 - 0,13178. Anas platyrhynchos breed 
shaoxing genetic distance is 0,01451 – 0,02926. Anas zonorhyncha genetic 
distance is 0,00000 – 0,01085. Anas strepera genetic distance is 0,08622 – 
0,09592. Anas sibilatrix genetic distance is 0,07331 – 0,08399. Anas crecca 
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1.1. Latar Belakang 
Itik mempunyai beberapa keunggulan dari pada unggas lain diantarnya:      
(1) mampu mempertahankan produksi telur lebih lama dibandingkan dengan 
ayam, (2) mampu berproduksi dengan baik meskipun pemeliharaan dengan sistem 
pengelolaan yang sederhana, dan (3) lebih tahan terhadap penyakit sehingga 
memiliki tingkat kematian yang rendah (Suharno dan Amri 2010). Itik banyak 
dimanfaatkan secara luas baik sebagai penghasil daging maupun telur (Wu et al. 
2011). Produksi telur itik lokal sebesar 20% dan merupakan produksi terbesar 
kedua di Indonesia setelah ayam petelur sebesar 65% (Yudohusodo 2003). 
Jenis itik lokal di Indonesia diberi nama sesuai dengan lokasinya dan 
mempunyai ciri-ciri morfologi yang khas, di Pulau Jawa dikenal dengan itik tegal 
dan itik magelang yang berada di Provinsi Jawa Tengah, itik mojosari di Provinsi 
Jawa Timur, itik cihateup di Provinsi Jawa Barat dan itik turi di Daerah Istimewa 
Yogyakarta, di Pulau Sumatera tepatnya di Provinsi Sumatera Barat, itik yang 
berkembang sebagai sumber daya genetik adalah itik pitalah, itik kamang, dan itik 
bayang,  di Pulau Bali, itik diberi nama itik bali dan di Provinsi Kalimantan 
Selatan adalah itik alabio (Purwanto 2012). 
Kepulauan Riau memiliki jenis itik lokal yaitu itik sawang yang terdapat di 
Kelurahan  Sawang Kecamatan Kundur Barat Kabupaten Kepulauan Riau 
Provinsi Kepulauan Riau. Menurut Setioko dkk. (1998) asal usul itik sawang 
berasal dari itik tsaiya yang didatangkan dari Singapura pada tahun 1955 yaitu 
sebanyak 30 ekor, setelah itik tersebut berkembangbiak, beradaptasi dan menetap 
di Sawang maka dari itulah diberi nama itik sawang. Telur yang dihasilkan 
kemudian ditetaskan dengan menggunakan ayam kampung, setiap ekor mampu 
mengerami 10 butir telur dengan daya tetas antara 50-70%. 
Data tentang potensi itik sawang masih sangat jarang ditemukan. Daerah 
sawang yang jauh dan terpencil sehingga kurang mendapatkan perhatian. Hasil 
observasi menunjukkan bahwa itik ini pernah dipelihara dalam jumlah cukup 
besar di daerah tersebut. Rata-rata jumlah kepemilikan mencapai 200-300 ekor per 




memanfaatkan sagu dan udang rebon sebagai bahan pakan utama, namun seiring 
dengan semakin berkurangnya ketersediaan bahan pakan baik berupa sagu 
maupun rebon maka populasi itik juga ikut menurun.  
Kemurnian dan keunikan dari masing-masing jenis itik lokal merupakan 
bagian dari plasma nutfah yang harus dilestarikan. Strategi konservasi sulit 
ditentukan karena pada umumnya itik yang dipelihara selama ini berasal dari bibit 
yang belum diketahui asal-usul genetiknya dan tidak mempunyai catatan silsilah 
(Purwantini et al. 2013). Identifikasi keragaman genetik dapat digunakan sebagai 
penanda genetik untuk mengungkap perbedaan intra spesies, filogeografi dan 
mengetahui hubungan kekerabatan antar rumpun sehingga dapat digunakan untuk 
studi keragaman genetik (Sulandari dkk. 2007).  
Pendekatan molekuler berdasarkan polimorfisme DNA memungkinkan 
untuk memilih itik dengan genetik unggul, karena setiap individu memiliki 
susunan genetik yang berbeda-beda (Purwantini et al. 2013). Deoxyribonucleic 
acid  DNA mitokondria (mtDNA) dipilih sebagai penanda atau marker genetik 
karena beberapa hal, yaitu (1) jumlah copy per sel yaitu 1.000-10.000 sehingga 
mtDNA dapat digunakan untuk analisis pada sampel dengan jumlah DNA yang 
sangat terbatas, atau apabila analisis DNA inti tidak dapat dilakukan. (2) mtDNA 
diturunkan secara maternal sehingga setiap individu pada garis keturunan induk 
yang sama akan mempunyai tipe mtDNA yang identik. (3) mtDNA mempunyai 
laju polimorfisme yang tinggi dengan laju evolusi sekitar 5-10 kali lebih cepat 
dari DNA inti (Ratnayani dkk. 2007). 
Disamping itu, mtDNA terdiri atas beberapa gen dan satu daerah kontrol 
atau D-loop (Displacement Loop) yang tidak mengkode protein, sehingga mutasi 
yang terjadi pada daerah ini tidak mempengaruhi fungsi protein. Toleransi yang 
tinggi pada daerah D-loop terhadap mutasi menyebabkan daerah ini menjadi 
sangat bervariasi dibanding daerah lain. Oleh karena itu, D-loop mempunyai 
tingkat polimorfisme yang paling tinggi pada mtDNA. Keragaman genetik 
berguna dalam strategi konservasi dan pemurnian serta pengembangan perbaikan 
mutu genetik untuk lebih memanfaatkan sumber daya plasma nutfah itik lokal 
(Purwantini et al. 2013). Oleh karena itu, identifikasi keragaman genetik itik lokal 




diharapkan dapat membantu melengkapi data sebagai usaha konservasi. 
Berdasarkan uraian di atas, penulis tertarik untuk melakukan penelitian dengan 
judul: “Identifikasi Keragaman Genetik D-Loop DNA Mitokondria pada Itik 
Sawang “ 
 
1.2. Tujuan Penelitian  
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi keragaman genetik  
daerah D-loop dari DNA mitokondria  itik sawang menggunakan direct 
sequencing. 
 
1.3. Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian ini adalah untuk melestarikan sumber daya genetik  
itik sawang yang berada di Kelurahan Sawang Kecamatan Kundur Barat, 
Kabupaten Karimun, Provinsi Kepulauan Riau. 
 
1.4. Hipotesis  





















II. TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1. Itik Lokal Indonesia 
Itik lokal di Indonesia merupakan domestifikasi dari itik liar (mallard) 
keturunan Indian Runner. Hal ini didasarkan pada itik-itik yang mempunyai sex 
feather yaitu beberapa bulu yang mencuat ke atas pada ekor itik jantan seperti 
pada itik mallard (Susanti dan Prasetyo 2005). Taksonomi itik menurut 
Puspitasari (2010) adalah sebagai berikut: Kingdom (Animalia) Filum (Chordata) 
Kelas (Aves) Ordo (Anseriformis) Famili (Anatidae) Genus (Anas) Spesies (Anas 
Plathyrynchos). Itik sawang dapat dilihat pada Gambar 2.1. 
 
 
Gambar 2.1 Itik Sawang 
Sumber: Hidayati (2018) 
Itik sawang berasal dari kelurahan Sawang, Kecamatan Kundur Barat, 
Kabupaten Karimun, Provinsi Kepulauan Riau, kemungkinan itik ini adalah 
turunan itik "Tsaiya" dari Taiwan (Setioko 1998). Menurut Dinas Peternakan 
Provinsi Riau (2003), karakteristik itik sawang adalah sebagai berikut: Warna 
bulu berwarna coklat keabu-abuan serta warna paruh dan kaki pun berwarna 




Menurut penelitian Hidayati (2018), sifat kualitatif itik sawang adalah 
sebagai berikut: (a) Warna paruh berwarna hitam, hitam keabu-abuan, kuning dan 
kuning kecoklatan. (b) Warna kulit berwarna putih. (c) Warna shank berwarna 
hitam, putih, merah, kuning kehitaman, coklat kehitaman. (d) Warna leher 
berwarna putih, hitam, hitam kecoklatan, hitam kehijauan, kuning kecoklatan, 
coklat ada kalung putih, coklat terang dan coklat putih. (e) Warna punggung 
brwarna hitam, coklat hitam, putih abu-abu, abu-abu kecoklatan, coklat tua, coklat 
terang, coklat tua abu-abu. (f) Warna dada berwarna hitam, putih, coklat hitam, 
coklat keabu-abuan dan putih coklat. (g) Warna sayap luar berwarna abu-abu, 
coklat hitam putih, coklat tua, hitam kehijauan, coklat tua + coklat muda, abu-abu 
kecoklatan, coklat abu-abu. (h) Warna sayap dalam berwarna abu-abu, coklat 
keabu-abuan, coklat hitam, putih abu-abu. (i) Warna ekor berwarna hitam, coklat 
hitam, abu-abu, putuh abu-abu, coklat muda, coklat tua dan coklat abu-abu. (j) 
Warna paha berwarna coklat tua, abu-abu putih, hitam, abu-abu, putih, coklat 
muda, coklat tua, dan coklat abu-abu. 
Itik sawang ini adalah jenis itik petelur yang mempunyai produktifitas telur 
yang banyak dan jenis itik ini dapat dijadikan sebagai salah satu pilihan untuk 
usaha itik petelur. Produksi telur pertahun rata-rata mencapai 200-250 telur 
dengan berat antara 70-75 gram setiap telur (Dinas Peternakan Provinsi Riau 
2003). 
 
2.2. DNA Mitokondria 
Mitokondria adalah organel sel yang bertanggung jawab untuk reaksi dalam 
siklus asam trikarboksilat, pemindahan elektron dan metabolisme energi di dalam 
sel. Fungsi utama dari mitokondria adalah penghasil energi melalui proses 
fosforilasi oksidatif yang menghasilkan produk sampingan radikal oksigen yaitu 
reactive oxygen spesies (ROS). Mitokondria mempunyai suatu material genetik 
tersendiri yang disebut mitochondrial genome (mtDNA) (Wandia 2001). 
DNA mitokondria terletak di luar nukleus dalam satu kompartemen sel atau 
organel bernama mitochondrion (Zhao et al. 2004). Ada satu area melingkar 
tertutup dengan urutan nekleotida lengkap dan satu wilayah non coding yang 




(GenBank: HM010684.1). Molekul mtDNA terbagi atas dua untai, yaitu untai 
berat atau heavy strand (H) yang banyak mengandung basa guanina dan untai 
ringan atau light strand (L) yang mengandung basa guanina lebih sedikit (Sharma 
et al. 2005; Hou et al. 2006).  
Setiap genom DNA mitokondria terdiri atas daerah coding dan noncoding. 
Daerah coding  mengambil proporsi 90% dari total genom sedangkan sisanya 
merupakan noncoding. Daerah coding mengandung 37 gen penyandi yang terdiri 
atas 22 gen penyandi transfer RNA (rRNA), dua gen penyandi ribosomal RNA 
(rRNA) dan 13 gen penyandi protein. Protein yang disandi pada mtDNA terdiri 
atas tiga subunit sitokrom oksidase (sitokrom oksidase I-III), tujuh sub unit 
NADH-dehidrogenase, dua sub unit ATPase dan sitokrom-b (cyt-b). Protein-
protein tersebut terlibat dalam transpor elektron dan reaksi fosforilasi oksidatif 
dari mitokondria (Wibowo et al. 2010). Gen-gen tersebut umumnya lebih banyak 
tersebar di untai berat. Daerah noncoding terletak pada daerah intergenik 
COI/tRNA Tyr, daerah intergenik COII/tRNA Lys, dan daerah kontrol atau 
disebut juga dengan D-loop (Rogaev et al. 2006). 
 mtDNA memiliki beberapa perbedaan karakteristik dari DNA inti. Pertama, 
mtDNA mengandung copy per sel lebih banyak dibandingkan copy  DNA inti, 
yaitu sekitar 1.000-10.000. Karakteristik mtDNA ini sangat berguna jika jumlah 
DNA sampel sangat terbatas, seperti pengambilan sampel-sampel pada kasus 
kriminal seperti rambut, tulang, gigi, cairan tubuh (air liur, air mani dan darah) 
(Morin et al. 2001; Tapio dan Grigaliunaite 2003; Hoong dan Lex 2005; 
Pakendrof dan Stoneking 2005; Ratnayani dkk. 2007). Kedua, mtDNA tidak 
memiliki protein histon serta tidak memiliki enzim untuk perbaikan kesalahan 
replikasi atau kerusakan DNA sehingga lebih mudah terjadi mutasi. Laju mutasi 
yang tinggi mengakibatkan mtDNA mampu mengakumulasi polimorfisme 5-10 
kali lebih cepat dari DNA inti sehingga dapat menunjukkan variasi yang tinggi 
pada berbagai level, baik antar individu maupun populasi (Ratnayani dkk. 2007). 
Mutasi yang terjadi umumnya berupa mutasi basa, namun dapat pula berupa 
delesi atau insersi. Laju mutasi yang tinggi disebabkan karena mtDNA rentan 
terhadap peristiwa mutagenik serta produksi Radical Oxydative  Species (ROS) 




mtDNA diwariskan secara maternal karena mitokondria dari sel sperma tidak ikut 
menembus sel telur pada saat fertilisasi. mtDNA yang diwariskan bukan 
merupakan hasil rekombinasi, sehingga diversifikasi genetik hanya terjadi melalui 
mutasi. Setiap individu pada garis keturunan induk yang sama akan mempunyai 
tipe mtDNA yang identik. Pewarisan uniparental yang demikian akan 
memudahkan mengungkap silsilah kekerabatan berdasarkan garis keturunan 
maternal, tanpa harus dibaurkan dengan pengaruh yang muncul akibat 
rekombinasi dan pewarisan biparental (Pakendrof dan Stoneking 2005; Ratnayani 
et al. 2007; Galtier et al. 2009). 
DNA mitokondria mewakili unsur genomik yang paling informatif untuk 
menguraikan asal usul ternak. Hingga kini, sekuens mitokondria secara luas telah 
dipelajari pada sapi, babi, domba, kuda, anjing, keledai, dan kambing. Studi 
identifikasi kambing domestik menggunakan mtDNA menghasilkan sedikitnya 
empat garis keturunan utama (Chen et al. 2005). Garis keturunan A adalah yang 
paling berbeda dan secara luas penyebarannya ke semua benua. Garis keturunan B 
dari timur dan Asia Selatan, mencakup Mongolia, Laos, Malaysia, Pakistan, dan 
India. Garis keturunan C dengan frekuensi rendah di Mongolia, Switzerland, 
Slovenia, Pakistan, dan India. Garis keturunan D jarang dan hanya diamati di 
Pakistan dan kambing lokal India (Chen et al. 2005). Selain itu analisis mtDNA 
juga telah dilakukan pada Egretta garzetta (kuntul kecil) yang memiliki ukuran 
17.361 bp serta menganalisis kekerabatan antara Egretta garzetta dengan spesies 
lain dari famili Ardeidae (Zou et al. 2015). 
 
2.3. Daerah D-loop DNA Mitokondria  
Molekul mtDNA memiliki daerah yang disebut displacement loop atau D-
loop. Daerah D-loop mengandung pangkal replikasi untai berat atau operant (O), 
promoter transkripsi untai berat  atau heavy stand (H), dan promoter tanskripsi 
untai ringan atau light strand (L). Hal tersebut menunjukkan bahwa daerah D-loop 
berperan penting dalam replikasi dan transkripsi (Ruokonen 2001). Daerah D-loop 
mengandung sekuens DNA yang paling bervariasi dari keseluruhan genom 
mtDNA hewan. Hipervariabilitas tersebut disebabkan oleh laju mutasi yang tinggi, 




Daerah ini bersifat sangat polimorfik dan memiliki tiga daerah hipervariabel 
yaitu Hipervariabel I (HVI), Hipervariabel II (HVII), dan Hipervariabel III 
(HVIII) dengan urutan sangat bervariasi antar individu. Daerah HVI terletak pada 
urutan nukleotida 57-372, sedangkan HVII terletak pada nukleotida 438-594, dan 
HVIII terletak pada nukleotida 16.024-16.383. tiga daeah ini memiliki laju mutasi 
yang lebih tinggi dari daerah coding. Laju mutasi sejauh ini diketahui 1:33 
generasi, artinya perubahan urutan nukleotida hanya akan terjadi setiap 33 
generasi. Individu yang terkait hubungan maternal akan memiliki urutan sekuen 
yang sama dan yang tidak terkait hubungan maternal akan berbeda. Daerah HVI, 
HVII, dan HVIII terletak di daerah kontrol, yang juga bertanggung jawab terhadap 
replikasi dan transkripisi mtDNA. Daerah kontrol yang terletak antar gen tRNA 
yang masing-masing mengkode asam amino prolin dan fenilalanin (Hoong dan 
Lex 2005). Oleh karena itu, daerah ini sering dianalisis dan sangat penting untuk 
digunakan dalam proses identifikasi individu. Daerah D-loop pada mtDNA dapat 
diamati pada Gambar 2.2. 
 
Gambar 2.2. Posisi D-loop dalam mtDNA pada Egretta garzetta (kuntul kecil) 
ditunjukkan oleh anak panah (Zou et al. 2015). 
 
Gumilar dkk. (2007) melaporkan adanya variasi mutasi daerah D-loop 
mitokondria dari keempat populasi manusia di Indonesia yaitu Tasikmalaya, 
Padang, Nusa Tenggara Barat dan Nusa Tenggara Timur. Jumlah mutasi yang 
terjadi berkisar antara 2 sampai 11 mutasi, namun tidak ditemukan mutasi yang 
spesifik untuk populasi tertentu. Zein dan Sulandari (2009) melaporkan hasil 
investigasi asal usul ayam Indonesia menggunakan sekuens hypervariabel-1 D-
loop bahwa ayam lokal Idonesia berada dalam satu clade dengan ayam hutan 
merah yang berarti berdekatan secara geneologis (berbagai leluhur yang sama). 




hubungan kekerabatan dengan itik lokal lainnya di Indonesia dan dengan itik Anas 
di dunia yang relatif beragam. Itik magelang, itik tegal, itik mojosari, itik bali dan 
itik alabio mempunyai hubungan kekerabatan yang lebih erat dan memiliki garis 
keturunan induk (maternal inheritance) yang sama dengan Anas platyrhynchos 
dan Anas zonorhyncha.  Hal ini ditunjukkan dengan jarak genetiknya sebesar 
0,000-0,19 dibandingkan  dengan Anas lainnya di dunia (0,055-0,076). Jarak 
genetik paling besar adalah dengan Cairina moschata (0,095-0,108) (Purwantini 
et al. 2013). 
 
2.4. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
PCR (Polymerase Chain Reaction) adalah suatu metode in vitro untuk 
menghasilkan sejumlah besar fragmen DNA spesifik dengan panjang sekuens 
yang telah ditentukan dari sejumlah kecil template kompleks. PCR merupakan 
suatu teknik yang sangat kuat dan sensitif yang dapat diaplikasikan dalam 
berbagai bidang seperti biologi molekuler, diagnosa, genetika populasi dan 
analisis forensik. PCR didasarkan pada amplifikasi enzimatik fragmen DNA 
dengan menggunakan dua oligonukleutida primer yang komplementer dengan 
ujung 5 dari kedua rantai sekuens target (Anggereini 2008). 
Hidayati (2016) menyatakan bahwa PCR adalah suatu proses 
melipatgandakan molekul DNA secara eksponensial dilakukan secara invitro 
dengan bantuan enzym polymerase (taq polymerase) dan oligonukleutida pendek 
(primer forward + primer reverse) dalam suatu mesin thermocycler. Proses PCR 
diperlukan beberapa komponen utama, yaitu DNA cetakan, oligonukleutida 
primer, deoksiribonukleutida trifosfat (dNTP), enzim DNA cetakan, polimerase 
dan pendukung lain adalah senyawa buffer (Yusuf 2010). Menurut Hewaluji dan 
Dharmayanti (2014), tahapan PCR terdiri dari: Denaturasi yaitu proses pemisahan 
untai ganda DNA menjadi single helix berkisar pada suhu di atas 90ºC, annealing 
yaitu proses penempelan primer pada DNA target berkisar pada suhu 50-60ºC dan 
elongasi/ekstensi yaitu pemanjangan untau baru DNA, dimulai dari posisi ujung 
5’ menuju 3’ dari untai tunggal DNA dengan suhu berkisar antara 70-78 ºC. 
Prinsip dasar PCR adalah sekuen DNA spesifik diamplifikasi menjadi dua 




membutuhkan enzim spesifik yang dikenal dengan polimerase. Polimerase adalah 
enzim yang mampu menggabungkan DNA cetakan tunggal, membentuk untaian 
molekul DNA yang panjang (Hewaluji dan Dharmayanti 2014). Enzim ini 
membutuhkan primer serta DNA cetakan seperti nukleutida yang terdiri dari 
empat basa yaitu, Adenine (A), Thymine (T), Cytosine (C), dan Guanine (G) 
(Gibbs 1990). Reaksi amplifikasi ini dimulai dengan melakukan denaturasi DNA 
cetakan yang berantai tunggal, kemudian suhu diturunkan sehingga terjadi 
penempelan primer (annealing) pada DNA cetakan yang berantai tunggal. 
Selanjutnya suhu dinaikkan kembali sehingga enzim polimerase melakukan 
proses polimerase rantai DNA yang baru. Rantai DNA yang baru tersebut 
selanjutnya akan berfungsi sebagai cetakan bagi reaksi polimerase berikutnya 
(Yuwono 2006).  
2.5. Analisis Sekuensing  
Sekuensing merupakan proses penentuan urutan nukleutida pada suatu 
fagmen DNA atau RNA, pada dasarnya ada dua metode yang digunakan untuk 
sekuensing yaitu metode Maxam-Gilbert dan metode Sanger yang keduanya 
diperkenalkan pada tahun 1977. Metode Maxam-Gilbert ini melibatkan proses 
degradasi kimiawi terhadap fragmen DNA yang akan disekuens. Fragmen DNA 
yang telah dilabel radioaktif, pada salah satu ujungnya diotong tak sempurnna 
dalam empat reaksi kimia yang terpisah. Keberhasilan mensekuens DNA dengan 
metode ini ditentukan kespesifikan reaksi pemotongan yang dilakukan dua tahap 
yaitu basa tertentu mengalami modifikasi kimiawi dan basa yang telah 
termodifikasi tersebut dihilangkan dari gugusan gula dan ikatan fosfodiester 5’ 
dan 3’ tersebut dipotong. Metode Sanger berbeda dengan metode Maxam-Gilbert, 
metode ini menggunakan pendekatan sintsis molekul DNA baru dan 
pemberhentian sintesis tersebut pada saat tertentu. Metode yang sering digunakan 
yaitu metode Senger (Muladno 2002). 
Proses sekuensing dapat dilakukan dengan cara cepat dan hasil yang 
diperoleh akurat, namun membutuhkan biaya yang relatif besar (Muladno 2002). 
Teknik ini berkembang setelah orang menciptakan mesin DNA sequencer, pada 
prinsipnya keanekaragaman dapat dilihat dari urutan atau sekuen DNA dari 




menghasilkan sekuen DNA yang digambarkan sebagai untaian abjad lambang 
nukleotida penyusun DNA. 
 
2.6. Analisis Filogenetik 
Kontruksi pohon filogenetik adalah hal yang terpenting dan menarik dalam 
studi evolusi. Terdapat beberapa metode untuk mengkonstruksi pohon filogenetik 
dari data molekuler (nukleotida atau asam amino) (Saitou dan Imanishi 1989). 
Analisis filogenetik dari keluarga sekuen nukleotida atau asam amino adalah 
analisis untuk menentukan bagaimana keluarga tersebut diturunkan selama proses 
evolusi. Hubungan evolusi diantara sekuen digambarkan dengan menempatkan 
sekuen sebagai cabang luar dari sebuah pohon. Hubungan cabang pada bagian 
dalam pohon merefleksikan tingkatan dimana sekuen yang berbeda saling 
berhubungan . dua sekuen yang sangat mirip akan terletak sebagai neighboring 
outside dari cabang-cabang dan berhubungan dalam cabang umum (Common 
branch) (Mount 2001) 
Filogenetik digambarkan sebagai klasifikasi secara taksonomi dari 
organisme berdasakan pada sejarah evolusi mereka, yaitu filogeni mereka dan 
merupakan bagian dari integral dari ilmu pengetahuan yang sistematik dan 
mempunyai tujuan untuk menentukan filogeni dari organisme berdasarkan pada 
karakteristik mereka. Lebih lanjut filogenetik adalah pusat dari evolusi biologi 
seperti penyingkatan keseluruhan paradigma dari bagaimana organisme hidup dan 
berkembang di alam (Mount 2001). 
Analisis filogentik sekuen asam amino dan protein biasanya akan menjadi 
wilayah yang penting dalam analisis sekuen. Selain itu, dalam filogenetik dapat 
menganalisis perubahan yang terjadi dalam evolusi organisme yang berbeda. 
Berdasarkan analisis, sekuen yang mempunyai cabang yang bertetangga pada 
pohon. Ketika keluarga gen ditemukan dalam organisme atau kelompok 
organisme, hubungan filogenetik diantara gen dapat memprediksikan 
kemungkinan yang satu mempunyai fungsi yang ekuivalen. Prediksi fungsi ini 
dapat diuji dengan eksperimen genetik. Analisis filogenetik juga digunakan untuk 
mengikuti perubahan yang terjadi secara cepat yang mampu mengubah suatu 




III. MATERI DAN METODE 
3.1. Waktu dan Tempat 
Pengambilan sampel darah itik sawang dilakukan di Kelurahan Sawang  
Kecamatan Kundur Barat, Kabupaten Karimun, Provinsi Kepulauan Riau. Isolasi 
DNA dilakukan di Laboratorium Genetika Molekuler Ternak, Fakultas 
Peternakan Institut Pertanian Bogor. Amplifikasi daerah D-loop DNA 
mitokondria menggunakan PCR dilakukan di Laboratorium Pemuliaan dan 
Genetika Fakultas Pertanian dan Peternakan UIN Suska Riau. Identifikasi 
keragaman genetik daerah D-loop DNA mitokondria dilakukan dengan 
menggunakan direct sequencing dengan mengirim sampel ke First Base 
Laboratory di Malaysia melalui Genetika Science Jakarta. Penelitian ini telah 
dilaksanakan pada bulan Agustus - Desember 2018. 
 
3.2. Bahan dan Alat 
Bahan penelitian yang digunakan yaitu 8 sampel darah itik sawang betina 
yang berada di daerah Kelurahan Sawang Kabupaten Karimun Provinsi 
Kepulauan Riau. Bahan-bahan visualisasi dan karakterisasi DNA hasil isolasi 
adalah larutan agarose 1,5%, ethidium bromide, loading dye, marker (100 bp), 1x 
TAE dan DNA template. Bahan-bahan yang dibutuhkan untuk PCR yaitu PCR kit 
dari Nzytech green master mix, DNA, primer forward dan reverse serta DW. 
Primer DLAnasPF (L56) 5 '- GTTGCGGGGTTATTTGGTTA- 3 'dan DL-
AnasPR (H773) 5'- CCATATACGCCAACCGTCTC-3 ’ merujuk kepada 
penelitian Purwantini et al. (2013). Nzytech green master mix terdiri atas dNTPs, 
buffer, 2,5 mM MgCl dan 2 dyes yaitu (biru dan kuning) sebagai loading dye. 
Campuran PCR terdiri atas 0,4 µL primer forward + 0,4 µL primer reverse 
dengan konsentrasi 0,25 ng/µL, 50-100 pg/µL DNA template, 25 µL green master 
mix dan water nuclease free hingga 50 µL.  
Alat-alat yang digunakan adalah tabung eppendorf, pipet, tip, sentrifuge, 
timbangan analitik, horizontal agarose gel electrophoresis, well forming combs, 
power supply, autoclave, magnetic stirrer, UV transluminator, mesin PCR dari 




3.3. Prosedur Penelitian 
Prosedur penelitian disajikan pada Gambar 3.1. 
       Prosedur      Lokasi  
 
 











   
                                                                                                 
 
 
Gambar 3.1. Prosedur dan Tempat Penelitian 
3.3.1. Pengambilan Sampel Darah 
Sampel darah diambil melalui vena pectoralis pada bagian bawah sayap 
menggunakan spuit 5 mL, dimasukkan pada tabung vacutainer dengan EDTA, 
kemudian dimasukkan ke dalam cool box yang telah dimasukkan es batu.  
Sebelum pengiriman  sampel darah ditambahkan alkohol absolut 96% dengan 
perbandingan 1:1, kemudian dikirim ke Laboratorium Genetika dan Molekuler 
Ternak di Institut Pertanian Bogor untuk dilakukan isolasi DNA menggunakan 
metode Sambrook et al. (1989). 
Sekuensing 
Uji Kualitatif DNA  
(Gel Agarose 1,5%) 
Pengiriman PCR Product 
melalui  Genetika Science ke 
First Base Laboratory 
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3.3.2. Tahapan Proses Isolasi DNA  
Isolasi DNA dilakukan dengan mengikuti metode yang direkomendasikan 
oleh Sambrook et al. (1989), seperti pada Gambar 3.2. 
Penambahan alkohol 96% 
↓ 
200 µL darah dalam tabung eppendrof 1,5 mL +1000 µL DW (di vortex)  
homogenisasi / disentrifuge 8000 rpm selama 5 menit pada suhu 20ºC (supernatan 
dibuang) 
↓ 
+ 40 µL SDS 10% + 10 µL prot. K 5 mg / mL + 1 x STE 300 µL + 250 µL (kocok 
pelan lalu disimpan dalam inkubator pada suhu 55ºC selama 2 jam) 
↓ 
+ 400 µL larutan phenol chloroform + 400 µL CIAA (CIAA = chloroform: 
isoomyl alkohol = 24 : 1) + 40 µL 5 M NaCl (kocok pelan, simpan pada suhu 
ruang selama 1 jam) 
↓ 
Sentrifuge pada kecepatan 12.000 rpm pada suhu 23ºC selama 5 menit (larutan 
bening DNA dipindahkan ke tabung 1,5 mL yang baru) 
↓ 
+ 800 µL ethanol absolut + 40 µL 5 M NaCl  (freezing selama 1 malam ± 12 jam) 
sentrifuge pada 12.000 rpm selama 5 menit (buang bagian supernatan) + 800 µL 
ethanol 70% 
↓ 
Sentrifuge pada 12.000 rpm selama 5 menit dan buang bagian supernatan diamkan 
dalam keadaan terbuka ( dalam desikator / ruang terbuka sampai alkohol hilang 
↓ 
+ 100 µL TE 80% atau elution buffer, simpan DNA dalam freezer . 
Gambar 3.2. Prosedur Ekstraksi DNA darah 
3.3.3. Uji Kualitatif DNA Menggunakan Elektroforesis Gel Agarose 1,5 % 
Uji kualitatif dilakukan menggunakan elektroforesis dalam gel agarose 




ditimbang dengan timbangan analitik sebanyak 0,53 gram dan ditambahkan 
dengan 35 mL 1xTAE kemudian dipanaskan diatas stirer hotplate, sehingga 
berubah menjadi larutan bening, selanjutnya ditambahkan EtBr (Ethidium 
Bromide) sebanyak 3,0 µL, setelah larutan homogen, larutan gel dimasukkan ke 
dalam cetakan kemudian dipasang sisir (comb), didiamkan selama 15-20 menit 
hingga gel mengeras. Setelah itu angkat sisir dari cetakan dan dimasukkan ke 
dalam tangki elektroforesis. Sebanyak 5 µL DNA dicampur dengan 1 µL loading 
dye dimasukkan pada sumur 2, 3, 4, .... 15. Sebanyak 3 µL marker 100 bp 
dicampur dengan 1 µL loading dye dimasukkan pada sumur yang pertama. Alat 
elektroforesis dinyalakan pada tegangan 100 volt selama 20 menit. Gel kemudian 
dipindahkan ke sinar UV untuk diamati hasilnya. Dokumentasi hasil 
menggunakan Gel Documentation untuk menyatakan ada tidaknya DNA melalui 
pola pita yang terbentuk. Jika terbentuk pita diatas marker dinyatakan terdapat 
DNA dan jika tidak terbentuk pita berarti tidak terdapat DNA pada sampel yang 
digunakan. 
3.3.4. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Amplifikasi daerah D-loop DNA mitokondria itik sawang menggunakan 
teknik PCR dengan mesin Thermal Cycler. Amplifikasi menggunakan campuran 
PCR dengan total 50 µL terdiri dari Nzytech green master mix 25 µL, primer 
forward dan reverse masing-masing 0,4 µL, DNA 2 µL dan water nuclease free 
hingga mencapai volume 50 µL. Larutan dimasukkan ke dalam mikro tube 
berukuran 0,2 mL. Campuran tersebut kemudian diinkubasi dalam mesin Thermal 
Cycler dengan kondisi sebagai berikut: tahap pradenaturasi pada suhu 94ºC 
selama 5 menit, denaturasi (pemisahan untaian ganda) pada suhu 94ºC selama 30 
detik, penempelan (annealing) pada suhu 55ºC selama 1 menit, ekstensi awal 
molekul DNA pada suhu 72ºC selama 50 detik dan tahap terakhir adalah ekstensi 
akhir pada suhu 72ºC selama 5 menit. 
3.3.5. Visualisasi Hasil PCR Menggunakan Elektroforesis 
Visualisasi hasil PCR menggunakan elektroforesis pada gel agarose 1,5%. 
Prosedur visualisasi hasil PCR sama dengan uji kualitatif DNA. Keberhasilan 




3.3.6. Pengiriman PCR Product Ke First Base Laboratory 
PCR product dimasukkan ke dalam tabung eppendorf dan masing-masing 
tabung diberi kode nomor sampel,  tabung ditutup dan diselotip kemudian 
dimasukkan ke dalam kotak  yang diberi busa dan dikirim ke First Base  
Laboratory melalui Genetika Science Jakarta. 
3.3.7. Analisis Sekuensing 
Hasil yang didapat dari sekuensing ini berupa peak-peak yang berbentuk 
garis yang melengkung terdiri dari 4 warna yang akan menentukan basa 
nukleotida. Warna hitam menandakan basa Guanina (G), warna hijau 
menunjukkan basa Adenina (A), warna biru menunjukkan basa Sitosina (C) dan 
warna merah menunjukkan basa Timina (T). 
3.3.8. Analisis Data 
Hasil sekuens segmen gen DNA D-loop itik sawang Kepulauan Riau 
dianalisis menggunakan program Bioedit dan MEGA  (Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis) Versi 10 untuk mengetahui titik mutasi yang terjadi. 
Selanjutnya sekuens yang berbeda, di BLAST (Basic Local Aligment Search 
Tool) dengan sekuens (GenBank: HM010684.1, JN811041.1, GU246018.1, 
AF3822426, AY112944.1, HM063478.1, AY112490.1, HM063479.1, 










5.1. Kesimpulan  
Hasil sequencing dari 7 sampel itik sawang menunjukkan bahwa hasil yang 
didapat dengan panjang sekuen kisaran antara 670 – 714 bp dan terdapat 114 titik 
mutasi yang ditemukan. Sebanyak 114 titik mutasi tersebut diidentifikasi dan 
dianalisis dari  ketujuh sampel membentuk haplotipe: haplotipe 1A, haplotipe 2A 
haplotipe 4A, haplotipe 5A, haplotipe 6A, haplotipe 7A dan haplotipe 8A. Maka 
menunjukkan ada keragaman genetik pada ketujuh sampel itik sawang. 
Berdasarkan analisis phylogenetic dan jarak genetik, itik sawang ini masih 
memiliki hubungan kekerabatan antara itik satu dengan itik yang lainnya dengan 
jarak genetik 0,00435 – 0,02206, namun pada Cairina Moschata (entok) 
mempunyai jarak genetik yang jauh antara ketujuh sampel itik sawang dengan 
jarak genetiknya 0,10724 – 0,12440. Jarak genetik Anas platyrhynchos adalah 
0,00392 - 0,01054. Jarak genetik Anas Americana adalah 0,07469 - 0,08939. 
Jarak genetik Anas acuta adalah 0,08312 - 0,09294. Jarak genetik Anas clypeate 
adalah 0,11944 - 0,13178. Jarak genetik Anas platyrhynchos breed shaoxing 
adalah 0,01451 – 0,02926. Jarak genetik Anas zonorhyncha adalah 0,00000 – 
0,01085. Jarak genetik Anas strepera adalah 0,08622 – 0,09592. Jarak genetik 
Anas sibilatrix adalah 0,07331 – 0,08399. Jarak genetik Anas crecca adalah 
0,09965 – 0,11142. Jarak genetik Anas rubripes adalah 0,01981 – 0,02972. 
 
5.2. Saran  
Perlu dilakukan indentifikasi keragaman daerah D-loop mtDNA pada jenis 
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Lampiran 1. Alat yang digunakan dalam penelitian 
 
      Alat Elektroforesis                                     Gel Documentation 
 
 
                 Thermal Cycler                                    Tabung Eppendorf    





















Lampiran 5. Komposisi Basa Nukleotida Itik Sawang 
  
      
Kode Sampel T(U) C A G Total 
Itik Sawang 1A 26,88 31,07 24,57 17,49 692 
Itik Sawang 5A 26,19 31,37 25,21 17,23 714 
Itik Sawang 2A 24,63 31,94 26,57 16,87 670 
Itik Sawang 4A 26,55 31,64 25,00 16,81 708 
Itik Sawang 6A 26,06 31,27 25,21 17,46 710 
Itik Sawang 7A 26,00 32,29 24,71 17,00 700 
Itik Sawang 8A 25,74 31,82 25,46 16,97 707 
Avg. 23,65 32,19 28,02 16,14 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
